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RESUMO

Objetivou-se avaliar o potencial de diferentes concentracdes de extrato de Cannabis,
sobre o crescimento da bactéria causadora da acne. Foi realizado a avaliacdo da
atividade antimicrobiana de diferentes concentracdes do extrato de Cannabis, contendo
uma proporc¢ao entre THC e CBD de 1:0,7, sobre a bactéria Propionibacterium acnes, por
meio do teste de Concentracdo Inibitoria Minima. A leitura dos resultados foi visual, pela
presenca ou auséncia de crescimento da P. acnes, observado pela presenca de turvacao
do meio de cultura. Os dados foram apresentados em fotos do teste em triplicata.
Observou-se a turvacdo dos meios de cultura, evidenciando o crescimento bacteriano em
todas as concentracdes analisadas. As doses e concentracfes de extrato testadas néo
tiveram potencial antimicrobiano para P. acnes, pois ndo foram capazes de inibir o seu
crescimento. S80 necessarios novos testes, com doses mais elevadas e outras
proporcdes entre os canabinoides, para avaliar a existéncia de efeito dose-dependente,

bem como analisar outros mecanismos potenciais da Cannabis sobre a acne.
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AVALIACAO ANTIMICROBIANA DE UM EXTRATO DE CANNABIS SATIVA FRENTE
AO CRESCIMENTO DA BACTERIA PROPIONIBACTERIUM ACNES

INTRODUCAO

A acne é uma patologia que atinge jovens e adultos, tendo como agente etiologico
a Propionibacterium acnes (P. acnes), uma bactéria envolvida no processo inflamatorio da
acne. A acne pode ser classificada em trés tipos: comedonica, papulo-pustulosa e nédulo-

cistica. O tratamento ocorre em conformidade com a gravidade do quadro clinico,
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podendo este ser quantificado em cinco graus, sendo o grau | caracterizado pela acne
ndo inflamatéria. Ja os graus I, Ill, IV e V correspondem a acne inflamatéria (DE
ANDRADE, et al., 2018).

Em adolescentes, a acne geralmente acomete a area facial e por ser uma regiao
visivel o individuo pode apresentar sofrimento, baixa estima e até transtornos
psiquiatricos como a depressao e a ansiedade. Outro publico que é bastante acometido
sdo as mulheres adultas, a partir de 25 anos, nesse caso a principal etiologia é o
hiperandrogenismo (COSTA e VELHO, 2018).

O diagnostico da acne se da por analise clinica, geralmente com a participacédo da
especialidade da dermatologia. Para tal, sdo necesséarios exames da pele e, nesses, 0
clinico faz a distin¢ao, a classificacdo da acne ou a presenca de outra doenca, a exemplo
da rosacea (BORELLI, 2019).

Os tratamentos séo diversos, no entanto, nesse texto, serd dado énfase ao
medicamentoso. Assim, os farmacos utilizados na terapéutica da acne de forma mais
frequente sdo os antimicrobianos de uso tépico e sistémico. Contudo, os registros de
pesquisa cientifica tém apresentado indicagcfes quanto a resisténcia de cepas bacterianas

para os farmacos clindamicina e eritromicina (MOON, et al., 2012).

Outros tratamentos como a isotretinoina, muito prescrita no tratamento contra a
acne inflamatéria, pode causar varios efeitos adversos, como alteracdes bioquimicas,
ressecamento da pele e membranas mucosas, além dos riscos teratogénicos no usuario
(DE OLIVEIRA PEREIRA e DAMASCENA, 2017).

Por isso, novas abordagens terapéuticas sdo necessarias, especialmente devido a
resisténcia da bactéria P. acnes aos antibiéticos utilizados no tratamento convencional.
Nesse contexto, a Cannabis sativa e seus componentes passam a ser entendidos como
potenciais recursos terapéuticos para esse transtorno dermatolégico (ALI e AKHTAR,
2015).

De maneira geral, existem diversas formas de uso dessa planta, podendo ser
empregada com intuito recreacional, rituais religiosos e ndo medicinais, até usos
medicinais, nos quais a Cannabis tem sido empregada para tratamento de diversas
enfermidades, tais como doencas neuroldgicas, como a Doenca de Parkinson e Doenca

de Alzheimer, doencas inflamatorias, dor, dentre outras (GOMES, 2019).
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Foram isolados mais de 100 canabinoides terpenofendlicos da Cannabis, e nos
anos 60 foram identificadas as estruturas quimicas dos seus principais componentes.
Assim, dentre estes compostos destacam-se o tetrahidrocannabinol (THC) encontrado
majoritariamente na planta selvagem e considerado o principal constituinte psicoativo, e o
cannabidiol (CBD), que é desprovido desses efeitos no sistema nervoso (GAONI e
MECHOULAM, 1971; GOMES, 2019).

Mais especificamente, o cannabidiol (CBD) passou a ser estudado como uma nova
possibilidade terapéutica no caso da acne (ALl e AKHTAR, 2015). Os estudos envolvendo
o0 canabidiol estdo avancando nos principais centros de pesquisa pelo fato desse
composto possuir acgdo anti-inflamatoria e antioxidante. Resultados demonstram que
ambas as ac¢des diminuem consideravelmente o processo inflamatério da acne e promove
uma cicatrizacdo adequada. Vale destacar ainda, que o farmaco a base de cannabidiol
apresentou eventos raros de efeitos adversos na saude dos pacientes, quando
comparado ao uso dos medicamentos tradicionais (ALl e AKHTAR, 2015). Em contraste,
o THC tem sua acgédo direta no sistema endocanabinoide, como um agonista dos
receptores canabinoides que sao ligados a proteina G inibitéria e est4 envolvido em
mecanismos regulatorios especialmente sobre o sistema nervoso e imunologico (BILKEI-
GORZO, et al., 2017).

Adicionalmente, foi descrito a atividade antimicrobiana de extratos de Cannabis
sativa em bactérias gram-positiva, como por exemplo sobre o Staphylococcus aureus, que
também promove infec¢cdes cutaneas, além de bactérias gram-negativas e fungos
(HERNANDEZ-CERVANTES, et al., 2017). Outrossim, a Cannabis sativa foi identificada
como sendo um produto natural com potencial no controle de infec¢cdes bacterianas,

inclusive sobre bactérias resistentes aos antibiéticos (APPENDINO, et al., 2008).

Nesse sentido, objetivou-se analisar o potencial de diferentes concentracdes de um
extrato de Cannabis, em inibir o crescimento da bactéria causadora da acne por meio de

teste microbioldgico.

METODOS

Foi realizada a avaliacdo da atividade antimicrobiana de diferentes concentragbes
do extrato de Cannabis, contendo uma proporgcéo entre THC e CBD de 1:0,7, sobre a

bactéria Propionibacterium acnes.
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A avaliacdo da sensibilidade da bactéria P. acnes foi avaliada por meio do teste de

Concentracgao Inibitéria Minima (MIC).
Obtencao do Extrato de Cannabis e Cepas bacteriana

O extrato de Cannabis utilizado nos testes microbiolégicos foi obtido em um

laboratorio de neurofarmacologia clinica de uma universidade do estado do Parana.

A concentracdo em miligramas de THC e CBD por grama de extrato (mg/g) da
amostra doada foi de 126,5 mg/ml e 52,96mg/ml, respectivamente. O extrato foi
armazenado sob refrigeracdo até o momento da diluicdo nas diferentes concentracfes

gue foram testadas quanto ao seu poder antimicrobiano.

As cepas isoladas da bactéria P. acnes foram gentilmente cedidas de um
laboratério médico de um municipio de Santa Catarina.

Ensaio Microbiologico

Para a realizacdo do teste MIC seguiu-se o método de macro diluicdo, de acordo
com as determinac¢des do Clinical Laboratoryand Standards Institute (CLSI), onde foi
utilizado uma série de 11 tubos de ensaio contendo 3 ml Caldo Tioglicolato sem indicador

em cada um deles.

No tubo nuamero 1 foi adicionado 3 ml de extrato de Cannabis, obtendo-se uma
concentracdo de THC e CBD igual a 63mg/ml e 26,5mg/ml, respectivamente. A partir
dessa primeira diluicdo, foram realizadas diluicdes seriadas, até o tubo 9, utilizando-se a
razao 2, ou seja, as concentracdes de THC e CBD testadas foram de 63mg/ml e
26,5mg/ml a 0,25mg/ml e 0,1mg/ml. Apos as diluicdes, foi adicionado, a cada um dos 9

tubos, 50ul do inéculo de P. acnes, equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland.

Os dois tubos restantes foram utilizados como controles. No tubo 10, controle
positivo, foram adicionados, ao Caldo Tioglicolato, o inéculo e a clindamicina 2%. No tubo

11, controle de crescimento, foram adicionados apenas Caldo Tioglicolato e o in6culo.

O teste foi realizado em triplicata e os tubos foram incubados na estufa a 37°C por
48 horas. Apos tempo de incubacao, prosseguiu-se com a leitura visual dos tubos a fim de
detectar a presenca ou auséncia de crescimento da P. acnes, por meio da turvacao do

meio de cultura.
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RESULTADOS

Apbs o periodo de incubacgédo, os tubos foram avaliados quanto a turvagéo e pode-
se observar que, em todos os tubos contendo o extrato de Cannabis, houve turvagéo do
meio de cultura, evidenciando o crescimento da bactéria em todas as concentracdes
analisadas, conforme visto na Figura 1, Figura 2 e Figura 3. No tubo controle positivo,
nao houve crescimento bacteriano, como era o esperado. No tubo controle de
crescimento, observou-se turvacao do meio de cultura, indicando crescimento bacteriano.

Figura 1 - Primeira repeticio do teste MIC,
demonstrando crescimento da bactéria P. acnhes em
todos os tubos teste.

Fonte: Cavalcante, et al., 2020.

Figura 2 - Segunda repeticdo do teste MIC,
demonstrando crescimento da bactéria P. acnes em
todos os tubos teste.

Fonte: Cavalcante, et al., 2020.
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Figura 3 - Terceira repeticdo do teste MIC, demonstrando
crescimento da bactéria P. acnhes em todos os tubos teste.

Fonte: Cavalcante, et al., 2020.

DISCUSSAO

A partir dos resultados observados, ao comparar o resultado dos tubos teste com o
tubo controle positivo, pode-se verificar que a bactéria P. acnes ndo mostrou sensibilidade
aos componentes do extrato da Cannabis nas doses utilizadas no ensaio. Com base
nesses resultados subentende-se que o extrato de Cannabis possa ndo ter efeito
antimicrobiano especificamente sobre a P. acnes, ou a dosagem de extrato para obter

este efeito deva ser maior.

Estudos mostram que uma parte dos &cidos graxos presentes na planta séo
classificados como terapéuticos, como por exemplo o &cido g-linoléico, cujo uso topico &
recomendado para eczema e psoriase e outras doencas inflamatérias (LESON e PLESS,
2002). Ainda, estudos apontaram os canabinoides como promissor no tratamento da
acne, obtendo bons resultados clinicos (OLAH, et al., 2016). Nesse sentido, tal potencial
pode ter relacdo com o0s mecanismos anti-inflamatérios que o0s canabinoides,
especialmente o CBD, possuem. Dessa forma, a Cannabis poderia exercer papel de

controle sobre a inflamagé&o acneica.

Ressalta-se que do ponto de vista médico, a acne é considerada uma doenca
inflamatéria da pele. Envolvendo vérios fatores fisiopatolégicos, o polimorfismo e a
gravidade sédo bastante variaveis entre os individuos. Devido a sua natureza patolégica,
pode ser considerada crénica, podendo ter fase aguda e evolugéo ou deterioracdo lenta, o
gue é intrinsecamente relacionado aos niveis de androgeno do paciente (NEVES, 2016).
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Complementarmente, estudos mostram que os sebdcitos, células produtoras de
sebo na epiderme, apresentam receptores CB2, sobre os quais atuam os endocabinoides
e 0s agonistas canabinoides, como o THC, por meio da interferéncia na producéo lipidica

e morte celular, de forma dose dependente (DOBROSI, et al., 2008).

Além disso, foi demonstrado que o CBD atua nos sebdcitos, com acdo antiacne,
controlando a producdo de sebo em excesso, diminuindo a proliferacdo bacteriana e
amenizando o processo inflamatério (OLAH, et al., 2016). Nesse contexto, os achados
negativos neste estudo podem estar relacionados as doses testadas terem sido abaixo

daquelas com capacidade de promover morte bacteriana.

Outro ponto importante € que o CBD possui alta capacidade de absorcdo via
cutdnea, o que possibilita tratar o tamanho excessivo que as glandulas sebaceas se

apresentam em individuos acneicos (MATOS, et al., 2017).

De forma geral, o CBD pode inibir a proliferacdo e crescimento da bactéria
Propionibacterium acnes, causadora do problema de forma dose-dependente (KIM, et al.,
2008). Sendo assim, comparada a isotretinoina, a terapéutica com extratos ricos em CBD

poderia consistir em uma abordagem nova e promissora.

Um estudo que avaliou o mecanismo pelo qual o CBD pode levar a morte
bacteriana, de forma dose-dependente, demonstrou que essa a¢do pode ser devido a
capacidade desse composto em inibir a liberacdo de vesiculas de membrana bacteriana,
especialmente de bactérias gram-negativas. Tais vesiculas sdo essenciais para a
comunicacao celular e interacédo patdogeno-hospedeiro, sendo que o mesmo estudo indica
gue a associacdo do CBD com outros antibidticos promove um aumento da acéo
bactericida destes (KOSGODAGE, et al., 2019). Portanto, € necessario avaliar se 0s
extratos de Cannabis tem potencial de gerar esse efeito sobre bactérias gram-positivas,

como a P. acnes, e em qual concentracao esse efeito poderia ocorrer.

Vale destacar que existem relatos anedoticos sobre a acdo antiacne da Cannabis.
Nesse contexto, ressalta-se que poucos estudos avaliaram a qualidade fisico-quimica e
microbioldgica dos extratos de Cannabis. Um estudo realizado por pesquisadores de uma
universidade na Califérnia mostrou, por exemplo, que existem varios microrganismos nas
plantas, incluindo Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella Pneumonia, Klebsiella oxytoca,

Enterobacter cloacae e certas espécies de Pantoea, e a presenca de determinados
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microorganismos pode afetar na sintese dos metabdlitos secundarios da planta
(MCHARDY, et al., 2018).

Na Holanda, onde foram encontrados poluentes patdgenos, como E. coli,
Penicillium spp., Cladosporum spp. e Aspergillus spp., apresentando alta contagem de
colénias em todas as amostras de extrato (HAZEKAMP, et al., 2006). Portanto, em tais
relatos onde ndo se denota a composi¢do, qualidade e procedéncia do extrato, ndo ha
como atribuir precisamente os resultados antiacne aos canabinoides, j4 que a planta &
provida de muitos outros terpenos, flavonoides, dentre outros compostos também

terapéuticos.

Entretanto, é nitido que cada vez mais os canabinoides tém sido vistos como
“ferramentas terapéuticas”, ndo apenas como antibactericidas, mas também devido as
demais propriedades com igual importancia no tratamento da acne, como por exemplo
suas acdes antioxidantes e anti-inflamatdrias, como mencionado anteriormente. Nessa
perspectiva, para o caso da acne, a literatura ainda carece muito de estudos mais
robustos que investiguem 0s mecanismos que corroboram com os relatos anedoticos do

potencial desses compostos em melhorar tal condigdo de saude.

CONCLUSAO

Tendo em vista as limitagbes dos medicamentos utilizados na terapia antiacne,
como resisténcia microbiana e reagdes adversas, estudos mostram o extrato de Cannabis
como potencial no tratamento da acne. Esse estudo contribui de forma significativa para a
area estudada, uma vez que os testes indicaram que as doses de extrato de Cannabis
aqui estudadas, nao tiveram potencial antimicrobiano para P. acnes, indicando a
necessidade de novos testes, com diferentes doses de extrato de Cannabis e outras
proporcdes entre seus componentes, para avaliar a existéncia de um perfil antibiotico

dose dependente.
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